Abstract (Basic): DD 286876 A 

The determination of a soluble human monocyte surface antigen (I), 
pref. serum protein CD14, in body liquids comprises using (a) the 
monoclonal antibody RoMo 1 which is directly labelled as the specific 
detection antibody, in a 2-sided bonding enzyme immuno assay, and (b) 
polyclonal anti-CD 14-antisera or other CDU-specific monoclonal 
antibodies which possess an other epitope specificity from (a) as the 
catcher antibody, in a 2-sided bonding enzyme immuno assay. 

USE/ADVANTAGE - the method gives quick and reliable determination 
of a soluble monocyte surface antigen in human body- liquids and can 
thus be used in immunology and immunodiagnoses. The process is also 
economical. 
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(57) Die Erfindung betrifft eine Bestimmungsmothodo zum schnellen und zuverlessigen NDchwais etnas loslichen 
humanen MonozytenoberflacriBnantigens, vorzugsweise das Glykoprotains CO 14, in Korpcrffussigkeiten. Die 
quantitative 8estlmmung das CD 1 4 arfolgt unter Verwondung das CD 14-spezifischen monoklonalan Antikdrpers 
RoMo 1 . dar ml! olnem Enzym dirakl markiert ist Es kommt ein Zwoi-Soiton-Bmdungstest (Enzymimmunoossoy) zur 
Anwendung, in dom a!s Fangerantikorper polyktonate Anti-CD l4Antisoren oder andero CD 14-spojifische 
monoklonalo Antlkdrpar eingesoUl warden, wenn dieso eine andara Epitop-Spezifitat sii RoMo 1 basitzan. 
Anwondungsgobiot slnd die Immunologic und Immundiagnostik. 
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Pat ntanspruch: 

Verfehren zur Bestlmmung elnes loslfchen humenen Monozytenoberflfichenantlgens, vorzugsweise 
des Serumproteina CD 14, In Kdrperflussigkeiten. dadurch gekennzelchnet, daft als spezifischer 
Nachweisantikdrper der monoklonele Antfktirper RoMo 1, welcher dlrekt markfort 1st, In ©Inem Zwei- 
Seiten-Bindungs-Enzymlmmunoassey und als Fang era ntikdrper an der fasten Phase des EIA-Kits 
polyklonalo Anti-CD 14-AntIseren odor andera CD14-spezIfische monokionale Antikorper, welche elne 
andere Epitop-Spezif itit als der monokionale Antikorper RoMo 1 beslUen, in einem Zwei-Seiten- 
Bindungs-Enzymlmmunoessey eingeselzt sind. 

Anwendungsoeblot dor Erflndung 

Oie Erfindung botriffi elne Moth odo zur schnotlen und zuveriasafgen Bestlmmung eines idsfichon 

Monotylenoboriltlchonantlgans In monschtlchon KorperflOssigkeltan und fin dot bel Immuntests in dor Immunologic und 
tmmundlegnostlk Anvvcadung. 

Cherekterlstlk dot bokonnton Stande* der Tachnlk 

Allgemoln 1st boksnnt, datt stch immunoiogische Verfahron zum NachwoJs von Proteinen on und in monschtlchon Zcllon und 
Korparf iQEcigkelton mlttela monoklonelor Antikorper ate aehr zuvorlflsslg erwolaon. FOr don spozrfischan Nacnwelsder Antigone 
kommen (n vlolen Anwondunosiallen dieso monoklonalen Antikorper boi EnzymimmunoBssay* zum Einsatz. 
Fur dio Bastimmung des MonoEytenobertlHchenantigori* CD 14 sind vorschledono monoklonalo Anlik6rper boschriobon. 
So werdon durch Todd otal. In: Barnard etol. (ed.). Leu kenyte Typing, Springer Vor lag. New York, 1984, S. 424, der monoklonalo 
AntlkdrperLeuM 3, durch Boil! etol. In: Eur, J, Imm u nol.1 6, 1 984, S.1S63. do r monoklonalo Antikorper MEM 18 und dutch Goyort 
otaMn: McMlcheeletet. (ed.). Leu kocyto Typing III, Springer Verleg. Now York, 1987, S. 81 3, dor monoktonate Aniikorpor My 4 fQr 
die Bestlmmung von Monozylan in Zelteuepensfonen gonannt, do CD \ 4 ©In monozylenspezifisches Antigen 1st, das ouf nndoren 
Zellen nieht exprimion. wird. Aug der Uteratur Istjedoch nicht zu ontnehmen, da& sich dieso monoklonalen Antikorper euch (Or 
den Nechweis dos IttsNchan Monozytanoberflechensnligons C0 14 olgnan bzw. desson Nachwefs boschrmben wurdo. 



2lol d»r Erflndung 

Oas Ziof dor Ei fin dung Isl oln kostangtinsttges und 7:vnrlasalga§ Verfahren xur Bestlmmung des I6s(ichan 
Monozyionoberflachonantfgens CD 14 In monschtlchon Kdrperflusslgkaltcn. 



Dartegung do* Wesaus der Erf Indung 

Olo Aufgabo dor Erfindung basteht in einom Verfahron zur quentitativen Bestlmmung dos Idslichon manschlichon 
Monozytenoberf lechenentlgens C0 14 in Korperf Jusslgketten unto/ Verwondung einei geoigneton monoklonalen Antikbrpar s, 
der koine Kreuzroaktivtifiizu anderen Sorumprotoin un xbIql Olo Aufgabo wird orflndungsge m aft dadurch geldst, daft zur 
Bosiimmung dos losfrchon Monozytenoberf lacnenentioens C0 14 in Kdrperflusstgkeilen der monoklonalo Aniikdrper RoMo 1, 
welcher dlrekt markiort ia| # als spezifischer Naehweisanlikorper In einom Zwel-SeUon-Blndungs-Enzym immunoassay dienf, 
wobol als Fdnger&ntikdrpor an dor fcsion Phase des EIA-Kits polyklonalo Anti-CD 14-Antisoren odcr andere CD 14-spozifischo 
monoklonal* Antikorper, die eino andoro Epltop-SpozIfiiiH als dor monokionale RoMo 1 bositzen. vorwondot worden. Oar 
monokionale Aniikorpor RoMo 1 ist in seiner Herstollung durch das DD-WP 25S&13 beschrieben. Als FH ngo ra ntikdrp a r eignet 
sich dor CD 14<spoziNsche monoklonalo Antikorper MEM 1 B. Dor rpezifischo monoklonalo Aniikorpor RoMo 1 ist 
vorteilhefterweise mil dem Enzym Peroxidase direkt markiert. 

RoMo 1 bo art oino hoho Af rinitat zu olnem Epitop auf CD 14, cinem 53kDa-01ykoprotoln, Dadurch ist gosichert, daft dio 
Verwondung dos monoklonalen Aniikorpor s RoMo 1 stcts zu olnom olndauiigon Nachwots des humanen 
Monozytcnmombranontigcns in tosticher Form fulirl. 



AuBtQhrunQ!ibelsplel 

Dio Erfindung soil nachstehend an einom Ausfuhi ungsbofsplcl nohor orlautort warden. Daboi sind (olgonde Vorfahr onsschritio 
vorgosohon. 

1. Feslc Ph a so: Bcitoizung mit monoklonalcm Aniikdrper MEM 18 (lOpg/ml) In 0,1 M Carbonatpuf/er, pH 3,5. co. 1 2-1 5 h bel 
Raumtcmparatur 

dan ach 2wetmal waschen mil PBS plus O f I % Twecn 20 

2. Anizgon(COl4|holtigcProbevcrdunnen in PBS plus 0,1% Twecn 20, 

Inkubalion ca. 12-1&h bai 4 Grad Colsius, donach rwvoimal waschen mit PBS plus 0,1 % Twacn 20 

3. Konjuget: monoklonaler Antikorper, mil POO direkt markiort, . 

vordunr.cn in PBS, 0.1 % Twccn 20, 5*« Kdlberscrum, Inkubation ca. 2h bci 4 Orod Celsius, Oonoch twclmal waschen mil PCS 
plus 0,1 Twccn 20 
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4. Reft kt ion dai gabundenen POD mil chromogenem Substrat o- Phony londlomfn (0,5Mp/m1) In 0,1 M Chnstpuffcr, pH 5,0, 
Zugaba voaSp! 30%!gom H a O a 
Deafen* onadouer Bmln 
Roaktlonsstop mix 1 M H|S0 4 

Da durch latosmftgftch, die untoro N achwolagrenzo von 20 ng/m I zugarontloron. Als Standard wlrd of fimteischrcmotoorephfsch 
garaln!gtea Antigen CD 14 vorwe ndet 

AnfttaUa dea Fdngerantlkflrpata MEM 16 alnd and era Antlkorpa/, ffi. potyklonolo Antiaeren ©agendas Antigen C0 14 von 
Kanlnchon odor andere monoklonolo AnUkCrper gegen CDl4«!naeubQf. 

Anatolia doa POD-marklertan RoMol lat eln blotlnyliertor R0M0I olnsatabar. DieNachwolsatrockebeMohtdabeiaua AvIdJn-POD- 
Konjugai und glelchem Substrat. 
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Gahatt an iBsUchem CD 14 
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